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电针对大鼠急性脊髓损伤后神经细胞凋亡及相关
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【摘要】 目的：探讨电针对大鼠急性脊髓损伤后膀胱功能改善的影响及作用机制。 方法：取健康成年雄性 SPF 级
SD 大鼠 60 只，体重 220～250 g，适应性饲养 1 周后，将大鼠按照随机数字表法随机分为假手术组、模型组、电针组和电
针对照组，各 15 只。 假手术组不予任何刺激，模型组、电针组和电针对照组大鼠采用改良 Allens 法制作脊髓损伤中度
损伤 SD 大鼠模型，模型组不予治疗，电针组给予秩边与水道穴电针治疗，电针对照组给予秩边与水道穴旁开 0．5 寸电
针治疗，频率 2 ／ 100 Hz，电流 1 mA，刺激 15 min，电针左右隔次交替，每日 1 次，共 7 次；分别于术后 1、7 d 观察大鼠残
余尿量、排尿量的变化；术后 7 d 处死大鼠取伤段脊髓观察各组大鼠凋亡情况，检测 Bcl－2、Bax、Bad 含量的变化。 结
果：造模后 3 组大鼠均出现不同程度的膀胱功能障碍。术后 7 d，电针组、电针对照组残余尿量较术后 1 d 明显降低（P＜
0．001），且电针组与电针对照组比较差异有统计学意义（P＜0．01）；电针组、电针对照组较模型组在术后 7 d 排尿量增
加，且电针组与电针对照组比较差异有统计学意义（P＜0．001）； TUNEL 发现电针可以抑制脊髓神经细胞的凋亡，电针
组、电针对照组与模型组相比在术后 7 d 脊髓神经细胞凋亡率显著增加（P＜0．01，P＜0．05），且电针组与电针对照组比较
差异有统计学意义（P＜0．05）；与模型组相比，电针组、电针对照组 Bax、Bad 的阳性表达率降低（P＜0．01，P＜0．05），而
Bcl－2 的阳性表达率升高（P＜0．01）；且电针组与电针对照组比较差异有统计学意义（P＜0．05）。 结论：电针能明显促进急
性脊髓损伤的修复，其机制可能为通过增加 Bcl－2、抑制 Bax、Bad 的表达，从而抑制脊髓神经元细胞的凋亡发生作用
的。
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Effects of electro acupuncture on neuronal apoptosis and associative function in rats with spinal cord injury LI
Chang ming，XIE Shang ju，WANG Tuo，DU Wei bin，YANG Zhong bao，and QUAN Ren fu＊． ＊Traditional Chinese Medical
Hospital of Xiaoshan，Hangzhou 310009，Zhejiang，China
ABSTRACT Objective：To explore the effect of electro acupuncture to improve the bladder function after acute spinal cord
injury in rats and its possible mechanism． Methods：Sixty healthy adult male SD rats of SPF grade，with body weight of 220 to
250 g，one week after feeding adaptation，were randomly divided into sham operation group，model group，electro acupuncture
group，electro acupuncture control group with 15 rats in each group． Sham operation group underwent no stimulation，and the
moderate damage model of spinal cord injury were made in other three groups according to modified Allens method． The model
group were not treated，electro acupuncture group were treated with electro acupuncture on Zhibianxue and Shuidaoxue，and
electro acupuncture control group were treated with electro acupuncture on 0．5 inch next to Zhibianxue and Shuidaoxue． The
frequency of 2 ／ 100 Hz，current of 1 mA，stimulation time of 15 min，once a day，left and right alternately stimulate every time，
for a total of 7 times． The changes of residual urine volume and urine output in rats at the 1st and the 7th days after operation
were observed． And 7 d later，the rats were sacrificed and the injured spinal cord were taken out to observe the apoptosis，and
to detect the changes of Bcl－2，Bax，Bad content． Results：After modeling，the rats of three groups showed different bladder
dysfunction． In electro acupuncture group and electro acupuncture control group，the residual urine volume of the 7th day after
operation was significant lower than the 1st day after operation （P＜0．001），and there was statistically significant difference on
the 7th day after operation between two groups （P＜0．001）． Compared with model group，the urine output of electro acupunc-
ture group and electro acupuncture control group was significantly increased on the 7th day after operation，and there was sig-
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健康成年雄性 SD 大鼠 60 只，购自厦门大学动
物实验中心，许可证编号：SYXK（闽）2013－0006。 体
重 220～250 g，适应性饲养 1 周后，将大鼠按照随机
数字表法分为假手术组、模型组、电针组、电针对照
组，每组 15 只。 术后 7 d 处死大鼠，并取伤段脊髓上
下各 0．5 cm 用于检测。
1． 2 主要试剂与仪器






采用改良 Allens 法制作脊髓损伤中度损伤 SD
大鼠模型。 实验前禁食 8 h，实验顺序随机进行，动物
采用 10％水合氯醛（0．3 ml ／ 100 mg）进行腹腔注射麻
醉。 取胸背部正中切口，长约 2．5 cm，逐层切开皮肤
及皮下组织，暴露上下各一个锥体长度，咬除 T9－T10
棘突及全部椎板，暴露 0．5 cm 宽硬膜。用质量为 10 g
的克氏针沿带有刻度的导管从 60 mm 高处垂直自
由下落，打击在直径 4 mm、宽 2 mm 的由薄塑料材料
制成的半圆片上，致伤后迅速移开打击物，造成大鼠
脊髓后角中度损伤，逐层缝合。整个实验过程在（37±
0．5）℃的温度下进行，术后 4－0 丝线逐层缝合。 术后
每天青霉素 8 万 U 腹腔注射预防感染， 分笼饲养，
保持室温在 20°～25°，给予充足的 食 物 和 水。 每 天











转子与 荐 椎 尾 椎 结 合 部 连 线 外 1 ／ 3 与 中 1 ／ 3 交 点
处；水道（ST28），腹部，耻骨联合与胸剑联合中点连
线（13 等分）耻骨联合上 3 等分旁开约 2 cm 处。 针
刺部位备皮消毒，不锈钢针灸针（0．25 mm 直径）针
刺穴 4～5 mm 的深度， 捻转 1 min 并留针 15 min，并
使同侧秩边、水道组成一回路连接于 JL2B 型电脉冲
刺激仪上，治疗仪参数：频率 2 ／ 100 Hz，电流 1 mA，
刺激 15 min［4］，电针左右隔次交替，每日 1 次。
1． 5 检测项目与方法








1． 5． 2 大鼠排尿量的检测 分别于术后 1、7 d 将
大鼠仰卧位固定于自制的鼠板上， 碘伏消毒大鼠尿
道外口及肛门。 两根导管置入前均用无菌生理盐水
充盈并排出导管中的气体，先将 1 根灭菌处理的 F3
输尿导管用石蜡油润滑后从大鼠尿道外口缓缓置入
尿道和膀胱，深度 4．0～5．0 cm，其后将另 1 根 F3 导
管石蜡润滑后沿着前 1 根导管后方缓慢插入， 深度
同前。 用 Crede 手法辅助排尿把大鼠膀胱中的残余
nificant difference between electro acupuncture group and electro acupuncture control group （P＜0．001）． Electro acupuncture
can inhibit apoptosis of spinal cord neurons by TUNEL detection． Postoperative at 7 d，the rate of nerve cell apoptosis in electro
acupuncture group and electro acupuncture control group was significant increased than model group （P＜0．01，P＜0．05），and
there was significant difference between electro acupuncture group and electro acupuncture control group （P＜0．005）． Com-
pared with model group，the positive expression rate of Bax，Bad decreased （P＜0．01，P＜0．05），and Bcl－2 increased（P＜0．01）
in electro acupuncture group and electro acupuncture control group，there was significant difference between electro acupunc-
ture group and electro acupuncture control group（P＜0．01）． Conclusion：Electro acupuncture can obviously promote the repair
of acute spinal cord injury，its mechanism may be through increasing Bcl－2，inhibiting the expression of Bax，Bad，which in-
hibits the apoptosis of spinal cord neurons．
KEYWORDS Electric acupuncture； Spinal cord injury； Apoptosis； Animal experimentation
Zhongguo Gu Shang ／ China J Orthop Trauma，2015，28（8）：733－738 www．zggszz．com
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表 1 不同时间点各组大鼠残余尿量比较（x軃±s）
Tab．1 Comparsion of residual urine volume of rats of three
groups in the different time points（x軃±s）





Tab．2 Comparsion of maximal capacity of rats of three
groups in the different time points（x軃±s）
注：＊与＊＊比 较，t＝19．27，P＜0．001；＊与 ＃ 比 较，t＝6．09，P＜0．001；＊＊与 ＃
比较，t＝15．60，P＜0．001；
Note： ＊vs＊＊，t＝19．27，P＜0．001； ＊vs＃，t＝6．09，P＜0．001； ＊＊vs＃，t＝15．60，
P＜0．001
组别 鼠数（只） 术后 1 d 术后 7 d t 值 P 值
假手术组 15 0．32±0．04 0．34±0．04 1．676 0．128
模型组 15 2．02±0．20 1．86±0．13＊ 2．072 0．068
电针组 15 1．99±0．15 1．14±0．09＊＊ 15．213 0．000
电针对照组 15 2．00±0．16 1．23±0．06＃ 13．026 0．000
F 值 － 0．036 137．781 － －
P 值 － 0．965 0．000 － －
组别 鼠数（只） 术后 1 d 术后 7 d t 值 P 值
假手术组 15 5．73±0．38 5．74±0．35 0．055 0．957
模型组 15 1．57±0．27 1．73±0．13＊ 1．671 0．129
电针组 15 1．41±0．38 2．79±0．12＊＊ 10．990 0．000
电针对照组 15 1．51±0．42 2．02±0．10＃ 3．788 0．004
F 值 － 0．464 227．981 － －
P 值 － 0．634 0．000 － －
尿量从导管中完全排出后，用 1 ml 的注射器抽取无




1． 5． 3 脊髓组织取材 造模 7 d 后，10％的水合氯
醛（0．3 ml ／ 100 g）腹腔注射麻醉后开胸，自左心室插
管 至 主 动 脉 ，然 后 剪 开 右 心 耳 ，先 灌 注 生 理 盐 水
150 ml，再用 4％的多聚甲醛 250 ml 灌注，固定。 2 h
后取出以伤段为中心上下各 0．5 cm 节段脊髓组织，
放入相同的固定液继续固定，24 h 后常规石蜡包埋。
连续切片，片厚约 6 μm，分别做 HE 染色，TUNEL 法
及免疫组化检测。
1． 5． 4 TUNEL 检测凋亡细胞 每只大鼠取 3 张切
片，切片二甲苯脱蜡和再水化，将切片用 Proteinase
K 工作液处理 20 min，再用 PBS 洗涤 3 次，加 50 μl
TUNEL 反应混合液于标本上 （1 号试剂 2 好试剂以
1∶14 混 合），加 盖 玻 片 或 封 口 膜 在 暗 湿 盒 中 37 ℃
1 h。 然 后 将 其 用 PBS 洗 涤。 滴 加 50 μl 3 号 试 剂
37 ℃ 30 min，然后 PBS 洗涤，再滴加 100 μl 新鲜配
制的 DAB 工作液，显微镜下观察随时终止反应。 苏
木素复染，中性树胶封固。每张切片随机取 5 个视野
计数 TUNEL 阳性和阴性细胞， 结果以 TUNEL 阳性
细胞数占总细胞的百分比表示。记录阳性细胞数，测
定凋亡指数 （AI），AI＝凋亡细胞核数 ／ 总细胞核数。
1． 5． 5 免疫组化 每只大鼠取 3 张切片， 按 SP 试
剂盒说明书测定 Bcl－2、Bad、Bax 的表达， 常规脱蜡
至水，3％过氧化氢处理、高温修复、血清封闭、滴加
一抗过夜（ 浓度为 1∶150） ，并同时用 PBS 代替一抗
作 为 阴 性 对 照，4 ℃孵 育 过 夜、隔 日 滴 加 二 抗 孵 育
20 min、SABC 37 ℃孵育 20 min， 继而 DAB 显色，镜
下 观 察 显 色 背 景。 以 上 各 步 骤 间 均 用 0．01 mol ／ L
PBS 漂洗 3 次，每次 5 min，梯度乙醇逐级脱水，二甲
苯透明，中性树脂封片，光镜下观察脊髓组织变化。
1． 6 统计学处理








比较差异无统计学意义（P＞0．05）。 术后 7 d，电针组、






术后 1 d 进行膀胱容量检测，7 d 治疗后再对各
组大鼠进行膀胱容量测定。 术后 1 d，模型组、电针
组、电针对照组大鼠排尿量比较差异无统计学意义。
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表 3 术后 7 d 各组大鼠 TUNEL 检测结果（x軃±s）
Tab．3 The results of rats by TUNEL detection at the 7th
after operation among three groups（x軃±s）
注：＊与＊＊比 较，t＝8．56，P＜0．01；＊与 ＃ 比 较，t＝5．02，P＜0．05；＊＊与 ＃ 比
较，t＝4．29，P＜0．05
Note：＊vs＊＊，t＝8．56，P＜0．01； ＊vs＃，t＝5．02，P＜0．05；＊＊vs＃，t＝4．29，P＜0．05
图 1 镜下所见各组细胞凋亡结果 （TUNEL 染色×100） 1a． 假手术组仅有少量凋亡
1b． 模型组存在大量棕黄色凋亡小体 1c，1d． 电针组和电针对照组细胞凋亡程度较轻
Fig．1 The results of apoptosis in different groups by microscopically （Tunel staining×100）
1a． Only small number of apoptotic cells were found in sham operation group 1b． A large
number of brown apoptotic bodies cell were found in model group 1c，1d． Only small number







F 值 － 39．286





凋亡小体。 术后 7 d，模型组、电针组、电针对照组凋
亡率比较差异有统计学意义，其中电针组、电针对照





免疫组化结果显示，在脊髓损伤后 7 d，Bcl－2 的阳性
细胞数明显减少，Bax、Bad 的阳性细胞数明显增加，
电 针 秩 边 与 水 道 穴 后 Bcl－2 的 阳 性 细 胞 数 明 显 增
加，Bax、Bad 的阳性细胞数明显减少。 术后 7 d，模型
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表 4 术后 7 d 各组大鼠 Bax、Bad、Bcl－2 的免疫组化结果
（x軃±s）
Tab．4 Results of immunohistochemistry expression of Bax，
Bad，Bcl－2 at the 7th day after operation among three
groups（x軃±s）




Note： ＊vs＊＊，t＝6．63，P＜0．01； ＊vs＃，t＝5．54，P＜0．05； ＊＊vs＃，t＝1．73，P＞
0．05； ★vs●，t＝26．25，P＜0．001； ★vs◆，t＝3．50，P＜0．05； ●vs◆，t＝4．37，P＜
0．05； ☆vs○，t＝9．87，P＜0．01；☆vs◇，t＝9．65，P＜0．01；○vs◇，t＝5．04，P＜0．05
组别 鼠数 Bad Bax Bcl－2
假手术组 15 0．040±0．006 0．027±0．004 0．087±0．006
模型组 15 0．128±0．021＊ 0．150±0．003★ 0．104±0．014☆
电针组 15 0．055±0．008＊＊ 0．077±0．004● 0．227±0．021○
电针对照组 15 0．066±0．009＃ 0．118±0．018◆ 0．173±0．004◇
F 值 － 32．724 44．664 71．268










性脊髓损伤后发现，术后 7 d 电针组、电针对照组残
余尿量较术后 1 d 有明显降低（P＜0．001），且电针组
与电针对照组比较差异有统计学意义 （P＜0．01）；电














电针组凋亡细胞数较模型组和电针对照 组 下 降 明
显。 Bcl－2 在脊髓损伤后表达水平较低，而给予电针
治疗 7 d 后其表达水平较模型组和电针对照组明显
升高，这与刘智斌等［12］的研究结果一致。 脊髓损伤后
Bax 和 Bad 的表达明显增加， 而电针干预后其表达







构， 促进了 Bcl－2 的表达， 降低乐 Bax 和 Bad 的表





进抑凋亡基因 Bcl－2 的表达。 但细胞凋亡的发生是
一个复杂的调节过程，包括基因调控、信号转导和凋
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【摘 要】 目 的：探讨油红 O 染色在评价大鼠脊髓损伤中的应用价值。 方 法 ：选取体重 220～260 g 的 SD 雄鼠
24 只，编号后简单随机抽样分为正常对照组与脊髓横断组，正常对照组 6 只，脊髓横断组 18 只。 脊髓横断组于 T10节
段横断脊髓。 于术后 1、2、4 周在脊髓横断组分别随机各抽取 6 只处死，以横断部位为中心取脊髓组织标本。 正常组取
相同部位脊髓组织标本，行冰冻切片，进行油红 O 染色观察。 结果：正常对照组大鼠脊髓白质均匀着色，与灰质有较明
显的区分。 脊髓横断组在术后 1、2、4 周时白质着色不均匀，断端液化坏死灶呈进行性扩大，油红 O 染色逐渐明显。 结
论：油红 O 染色能够较明显的区分白质及灰质，在一定程度上反映了白质的完整程度。断端坏死灶内油红 O 染色随脊
髓损伤时间的延长逐渐明显反映了脂质在脊髓损伤过程中起着重要作用。
【关键词】 油红 O； 脊髓损伤； 大鼠； 动物实验
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Application of oil red O staining in spinal cord injury of rats ZHANG Duo，ZHAI Xu，and HE Xi jing． The Second De-
partment of Orthopaedics，the Second Affiliated Hospital of Xi’an Jiaotong University，Xi’an，710004 Shaanxi，China
ABSTRACT Objective：To explore the value of the application of oil red O staining in spinal cord injury （SCI） of rats．
Methods：With simple randomization，24 Spargue－Dawley male rats were divided into normal control group including 6，and
SCI group including 18． Spinal cord was transected at spinal lever T10 to build SCI model． Six rats of SCI group were sacrificed
randomly at 1，2，4 weeks after surgery． After the spinal cord tissue sections were made，oil red O staining methods were used to
observe the changes at the end of transected spinal cord． Images were analyzed by Image－Pro Plus 6．0 and SPSS 20．0 software．
Results：The oil red O staining of normal control group showed that white matter surrounded by myelin sheath was clear and
obviously distinctive from grey matter． Uneven and strengthened staining in oil O was observed in grey matter of SCI group at
1，2，4 weeks post－SCI． Conclusion：It is a good method to label the myelin sheath in spinal cord and distinct white matter from
grey matter by oil red O staining． Analysis of the images showed that lipid may become another target for drugs ，which needs
more researches．
KEYWORDS Oil red O； Spinal cord injury； Rats； Animal experimentation
Zhongguo Gu Shang ／ China J Orthop Trauma，2015，28（8）：738－742 www．zggszz．com
738· ·
